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略語表 
 
CAD : Charged aerosol detection 
DoE : Design of experiments 
ECD : Electrochemical detection 
ELSD : Evaporative light scattering detector 
FID : Flame ionization detection 
FUMI : Function of mutual information 
GC : Gas chromatography 
HPLC : High-performance liquid chromatography 
ICH : International council for harmonisation of technical requirements for pharmaceuticals for 
human use 
IS : Internal standard substance 
ISO : International organization for standardization 
LOD : Limit of detection 
LOQ : Limit of quantification 
MS : Mass spectrometry 
PDA : Photodiode array 
PEEK : Polyetheretherketone 
PMC : 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychroman 
PTFE : Polytetrafluoroethylene 
RSD : Relative standard deviation 
RSM : Response surface methodology 
SFC : Supercritical fluid chromatography 
SFE : Supercritical fluid extraction 
TBATFB : Tetrabutylammonium tetrafluoroborate 
TEATFB : Tetraethylammonium tetrafluoroborate 
UHPSFC : Ultra high performance supercritical fluid chromatography 
UV : Ultraviolet detection 
 
 1 
緒論  
 
超臨界流体は気体・液体・固体と同様に温度・圧力条件によって決定される物質
の状態の一つであり，臨界点  (臨界温度，臨界圧力 ) 以上の温度と圧力条件下にお
ける物質の状態を指す  (Fig.  1) 1 )．超臨界流体の状態では高温であるため分子の熱
運動が激しく，加圧しても固体のように分子が凝集せず，流体のまま密度のみが高
くなる．そのため，圧力を調節することで気体のように低圧・低密度な状態から，
液体に近い高密度な状態まで物性を連続的に変化させることができる．したがって，
超臨界流体は密度，拡散性や粘度などの各物性において，液体と気体の性質を兼ね
備えた特性を示す  (Table 1) ．  
 
 
Fig. 1  Phase diagram for a pure substance.  
 
Table 1  Characteristics parameters of gas, supercritical fluid and liquid 2) .  
Parameters  Gas Supercritical fluid Liquid 
Density, g/cm3  0.6~2×10 -3  0.2~0.5 0.6~1.6 
Diffusivity,  cm2/s  1~4×10 -1  0.5~4×10 -3  0.2~2×10 -5  
Viscosity, g/cm・ s 1~3×10 -4  1~3×10 -4  0.2~3×10 -2  
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また，各物質において臨界温度及び臨界圧力は固有の値を示す  (Table 2) ．特に，
二酸化炭素の臨界温度及び臨界圧力はそれぞれ 31℃，7.37 MPa であり，その他の化
合物に比べて穏やかな条件で超臨界状態となることが分かる．さらに，超臨界二酸
化炭素の特徴として，アルコール類など様々な有機溶媒と混合できること，人体に
対する有害性が低いこと，化学的に不活性であること，高純度な試薬が安価に入手
できること，などが挙げられるため，これらの特性を活かして種々の研究領域や産
業において多用されてきた 3)．  
 
Table 2  Critical temperature and pressure  in various compounds 4 ) .  
 Critical temperature, ℃  Critical pressure, MPa 
ammonia 132.25 11.353 
carbon dioxide 30.97 7.374 
water  373.99 22.064 
methane -82.59 4.599 
ethane 32.17 4.872 
propane 96.68 4.248 
methanol 239.49 8.097 
ethanol 240.77 6.148 
1-propanol 263.63 5.175 
2-propanol 235.15 4.762 
 
薬学関連領域における超臨界流体の主な用途は，抽出や精製を目的とした超臨界
流体抽出  (SFE) と分離分析を目的とした超臨界流体クロマトグラフィー  (SFC) の
二つに大別される．  
SFE は超臨界流体，主に超臨界二酸化炭素を抽出溶媒として利用した技術であり，
食品や天然物から特定の成分の抽出または精製に活用されている 5 –10 )．黎明期には
コーヒー豆の脱カフェイン，タバコエキスやホップエキスの抽出など用途が限られ
ていたが，近年では医薬品原料の精製や生物活性を有する新たな化合物の探索など
に応用されている．超臨界流体は高拡散性であるため，固体試料へ容易に浸潤でき
ることから，効率的に目的成分を抽出することができる．したがって，天然物の抽
出に用いられる部位は種，葉，果実，根，花，根茎や樹皮など様々である 9)．また，
抽出可能な成分もトリグリセリド，脂肪酸，脂肪族アルコール，テルペノイド，植
物ステロール，トコフェロール，トコトリエノールやフェノール類など多様な構造
の化合物を抽出することが可能である 9 )．これらの中には抗酸化作用，抗腫瘍作用，
抗細菌作用，抗ウイルス作用，抗微生物作用，抗炎症作用，抗コリンエステラーゼ
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作用などの生物活性を示す化合物が含まれていることから，創薬のリード化合物を
探索する手法として期待されている 10 )．超臨界二酸化炭素を抽出溶媒に用いること
で，有機溶媒を用いる一般的な抽出方法に比べて回収率が高く，比較的穏やかな実
験条件で扱うことができるため，熱分解性の化合物や空気酸化され易い化合物も抽
出することが可能となる．さらに，二酸化炭素は室温・大気圧条件において気体で
あることから，抽出後は減圧するだけで簡単に二酸化炭素を除去できるため高純度
な精製物を得ることができる，などいくつかの利点が挙げられる．特に，有機溶媒
に比較して人体及び環境への影響が少なく，リサイクル可能な資源であることから
工業生産スケールなどの大規模な抽出工程においては，従来の抽出方法に替わる方
法として実用化が検討されてきた．さらに，抽出条件の検討には DoE や RSM など
の実験計画法を活用することによって，分取スケールやパイロットプラントスケー
ルから工業生産スケールまでのスケールアップが可能であり，SFE は実用的な技術
として確立されてきた 11)．  
一方，SFC は 1960 年代初めに Klesper らによって報告された“High Pressure Gas 
Chromatography above Critical Temperature” 12 )を起源とし，それから現在まで約 60
年にわたり基礎研究から応用研究まで幅広く展開され，天然物，生体試料，医薬品，
食品，環境，エネルギー，ポリマー，化粧品などを対象とする様々なアプリケーシ
ョンが報告されている 13– 15 )．HPLC や GC の起源がそれぞれ 1960 年代後半 16)，1950
年代前半 17 )であることを考慮すると，その歴史はその他のクロマトグラフィーと同
程度であるにも関わらず，HPLC や GC のように一般的な分析技術として広く普及
しておらず，いまだ開発途上のクロマトグラフィー技術である．しかしながら，SFC
は HPLC や GC とは異なるユニークなクロマトグラフィーであり，近年の分析機器
の発展 18 )にともなって再び注目を集めている．SFC は，その名の通り移動相に超臨
界流体を用いることを特徴としており，この超臨界流体の物性により HPLC や GC
とは異なる分離特性を示す 19 )．Table 1 に示すように超臨界流体の物性は，密度や
物質の溶解度は液体に近く，粘度は気体に近く，さらに拡散係数は液体と気体の中
間的な性質を示す．したがって，超臨界流体は液体に比べて高い物質移動度が期待
できるため，高速・高分解能なクロマトグラフィーシステムを構築することができ
ると考えられる．SFC の移動相には二酸化炭素 2 0– 23 )，アンモニア 24 )，メタノール
25 )，二酸化硫黄 2 6)，一酸化二窒素 27 )などが検討されてきたが，現在では二酸化炭素
を用いた分析がほとんどである．この理由については，SFE における二酸化炭素の
選定理由と同様であると考えられる．超臨界二酸化炭素の極性はヘキサンと同程度
であり 28 )，疎水性化合物の分離に適していると考えられるが，水，メタノール，エ
タノールなどの溶媒を添加することによって，極性を連続的に変化させることが可
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能である 29 )．したがって，疎水性化合物だけでなく様々な極性の化合物に対応でき
るクロマトグラフィーシステムになり得る．  
最近では，SFE と SFC をオンラインで接続した SFE-SFC システムが注目されてい
る 30)．SFE と SFC を組み合わせることにより，抽出から分析までを一連の分析シス
テムで行うことができるため，少量の試料から正確かつ高感度に測定対象を分析す
ることができる．環境試料や生体試料の分析に適しており，食品中の環境汚染物質
や残留農薬の分析をはじめとし，リピドミクス 31)やメタボロミクス 32)など網羅的な
分析方法として活用されている．  
このように，HPLC にも GC にもない特徴を数多く持った SFC は非常にユニーク
なクロマトグラフィーであり，第 3 のクロマトグラフィーとして普遍的な技術にな
ることが期待されている．そのため，研究レベルでは上述のような多彩なアプリケ
ーションが報告されている．しかしながら，依然として SFC 分析法は広く普及して
いない．この要因の一つに，検出器のバラエティーが少ないことが挙げられる．近
年報告されている SFC 分析法の大部分は質量分析計  (MS) または紫外可視吸光光
度計  (UV) を検出器に用いた方法である 3 )．したがって，SFC の検出器として使用
可能な新たな検出器を提案することは，SFC の分析対象の拡大や活躍するフィール
ドの拡大につながると期待できる．そこで，本研究では酸化還元物質を特異的に検
出することができる電気化学検出器  (ECD) に着目した．ECD は MS や UV とは異
なり，測定対象の網羅的な検出には不向きであるが，電気化学的に活性な化合物を
選択的に検出することができる．超臨界二酸化炭素を用いた SFE によって天然物か
ら抽出された化合物のうち，抗酸化作用を有する化合物は全体の約 40%に上る 10)
ことから，ECD はこれらの化合物を対象とした分析法の開発に有用であると考えら
れる．以上の背景から，本研究では SFC の新たな検出器として自作した電解セルを
組み込んだ実用的な ECD を開発し，構築した SFC-ECD システムを実試料の分析へ
応用することによって，SFC における ECD の実用性及び SFC-ECD システムの有用
性を実証することを目的とした．  
 
第 1 章では，超臨界二酸化炭素を移動相とする SFC で使用可能な電解セルの開発
を目的として，炭素繊維を電極材料に用いた二電極式カラム型フロー電解セルを作
製した．本電解セルを検出部に組み込んだ SFC-ECD システムを構築し，フェロセ
ンの酸化電流を測定することによって，本 SFC-ECD システムの検出感度を評価し
た．  
第 2 章では，作製した二電極式カラム型フロー電解セルを用いた SFC-ECD シス
テムによるトコフェロール定量法の開発を行った．さらに，本 SFC-ECD システム
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の実分析への応用として，植物油中に含まれているトコフェロール同族体の分離定
量を実践した．  
第 3 章では，SFC-ECD システムのベースラインノイズに注目した ISO 11843-7 に
よる分析システムの精度予測について検討した．SFC-ECD システムのベースライン
ノイズにつき，パワースペクトル解析を行って最適なノイズパラメーターを決定し
た．さらに，得られたノイズパラメーターから SFC-ECD システムによるトコフェ
ロール測定の精度プロファイルを算出し，実際の繰り返し測定における測定精度と
比較することによって，SFC-ECD システムの測定精度の予測における ISO 11843-7
の適用について検討した．  
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1章  SFC のための二電極式カラム型フロー電解セルの開発  
 
1-1  序論  
SFC は超臨界流体  (主に二酸化炭素 )  を移動相とするクロマトグラフィー技術で
あり，検出器には MS3 3–3 5 )や UV36–3 8 )が多用されている．その他には，水素炎イオン
化検出器  (FID) 39 )，電子捕獲型検出器 4 0)，蒸発散乱光検出器  (ELSD) 41 )，荷電化粒
子検出器  (CAD) 4 2 )なども少数ながら報告されている．これらの検出器を活用した分
析法は農薬 43 –4 5)，医薬品 19 , 4 6)，食品 47 , 4 8 )，香料 49)，化石燃料 5 0)や天然物 51 )などの
分析に広く応用されており，多彩なアプリケーションが報告されている．これらの
アプリケーションに利用されている検出器としては，GC の検出器はモディファイ
ヤー溶液の使用が制限されるため，HPLC の代表的な検出器である MS と UV が多数
を占める．  
一方， ECD に関しては 1990 年代～ 2000 年代に白金を作用電極とするアンペロメ
トリック型の SFC 用の電解セルが 4 つ報告された  (Fig. 2) 52 –5 7 )．アンペロメトリッ
ク型の電解セルは，測定対象をほぼ 100%電解させて電気量の計測を目的とするク
ーロメトリック型の電解セルとは異なり，電解効率を必ずしも考慮せず，測定対象
物質濃度に依存した電流計測を目的とする．いずれの電解セルを用いたとしても，
ECD は酸化還元物質を特異的かつ高感度に検出することが可能であり，その有用性
は HPLC の検出器として多くの活用例が示されていることが実証している 58 )．しか
しながら，SFC-ECD が未だ実用化に至っていない理由として，酸化還元物質を測定
対象とする従来の分離分析は HPLC-ECD によって目的を達成できた点や，超臨界流
体中における電解反応の制御に関する基礎的知見が少ないことが挙げられる．  
電気化学領域において，電極反応の簡易な解析のために，印加した電位とその時
に流れた電流の関係が探査される 59 )．超臨界流体中においも，これまでいくつかの
検討がなされている 60 –68 )．水 6 2)，アンモニア 63 )やアセトニトリル 65 )などの極性溶
媒として用いられる物質を超臨界状態とした場合，静止した超臨界流体中において
も電流－電位曲線を測定できることが報告されている．しかしながら，これらの臨
界温度は二酸化炭素に比較して高く  (Table 2) ，SFC の移動相としてフローの系で
用いるには，相当の設備が求められる．SFC での使用頻度の高い超臨界二酸化炭素
中では，その極性がヘキサンと同程度あることから導電率が低く 2 8 )，銀薄膜電極を
用いた電流－電位曲線の測定は不可能であった 69)．しかし，超微小電極を用いるこ
とによって導電率が低い溶媒中において印加電位と電流の解析が可能となり 7 0– 73 )，
さらに極少量の支持塩を加えることによって非極性溶媒である超臨界二酸化炭素中
においてもフェロセンの電流－電位曲線を測定できることが報告された 74 )．上述の
電解セル 52 , 54 , 55 )では，これらの理由から超微小な白金線または表面を LiCF3SO3 及
 7 
び Ru(bpy)3(PF6)2 で修飾した白金を作用電極に用いたものと推測されるが，作用電
極を超微小化することは電極面積を狭くし，電解反応の場を制限してしまうため，
検出器のさらなる高感度化は困難であると考えられる．したがって，本研究では白
金に替わる新たな電極材料として炭素に着目した．炭素は，白金などの金属電極が
主流であった時代からすると新しい世代の電極材料であり，耐腐食性や比較的広い
電位窓を持つため，現代の電気分析化学では有機化合物の電解によく用いられる．
炭素繊維はこれまでに報告されている作用電極の白金線  (直径 10～ 25 μm) と同様
に超微小な電極であることから，超臨界二酸化炭素中での電気化学反応を検出でき
る可能性が考えられた．また，炭素繊維は白金よりも低コストで加工しやすく，束
にすれば電極表面積を増大させることが可能であることから，従来の電気化学検出
器よりも検出感度の向上が期待できると考えた．さらに，SFC は HPLC よりも一般
的に移動相の流量が大きく，アンペロメトリック型の電気化学検出器は電解反応の
反応場  (電極面積 ) や反応時間が制限されてしまうため，流れのなかで電解反応が
行われるフロー型のカラム電極が適していると考えた．実際に，研究の初期段階で
は HPLC-ECD で汎用されているアンペロメトリック型の電解セルに類似した炭素
電極セルを一度試作したが，SFC に接続するとバックグラウンドノイズが大きく，
定量分析には活用できないと判断したため，このタイプのセル開発は試作の段階で
中断している．  
以上の背景から，本実験では炭素繊維を作用電極とする SFC のための二電極式の
カラム型フロー電解セルの作製を試みた．また，作製したカラム型フロー電解セル
を組み込んだ SFC-ECD システムの検出感度を評価するため，これまでの先行研究
52 , 5 4 , 5 5 , 5 7 )で測定対象に用いられてきたフェロセンの酸化電流を測定することとした． 
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Fig. 2  Electrochemical cells for supercritical fluid chromatography developed by (A) Di 
Maso, (B) Dressman, (C) Wallenborg and (D) Toniolo.  These figures were reprinted with 
permissions from their original publications 52 , 5 4 , 55 , 57 ) .   
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1-2  材料及び方法  
1-2-1  炭素電極の作製  
炭素布 GF-20-P7 (日本カーボン ) を分解して炭素糸を調製した．炭素糸 192 本を
熱収縮チューブ FEP-050 (フロン工業 ) に充填した後，熱風加工器 PJ-214A (石崎電
機製作所 ) または定温真空乾燥器 ADP31 (ヤマト科学 ) を用いて加熱した．  
 
1-2-2  カラム型フロー電解セルの構造  
カラム型フロー電解セルの構造を Fig. 3 に示した．本研究で作製したカラム型フ
ロー電解セルは，セル本体  (上部 ) ，電極部及びセル本体  (下部 ) で構成されている． 
セル本体  (上部 ) は，直径 30 mm，長さ 11 mm のポリエーテルエーテルケトン樹
脂ケトロン 1000PEEK (日本ポリペンコ ) を用いて，中心部分にステンレスチューブ
を通して，セル本体  (上部 ) の接合面から 0.5 mm 突出させて固定した．また，接合
面に O リングを設置するため，外径 8.0 mm，内径 5.0 mm，溝幅 1.5 mm，深さ 1.4 mm
の円形の溝を作製した．  
セル本体  (下部 ) は直径 30 mm，長さ 21 mm のポリエーテルエーテルケトン樹脂
ケトロン 1000PEEK (日本ポリペンコ )  を用いて，電極部を設置するため中心部分に
直径 5 mm，深さ 10 mm の穴を加工して，ステンレスチューブを通した．  
電極部は 1-2-1 で作製した円柱状の炭素電極を長さ 2 mm または 8 mm で切断して
それぞれ作用電極及び対極とした．Fig. 3 の Working electrode の高さ 2 mm の円筒の
内部の炭素繊維が作用電極であり，Counter electrode の高さ 8 mm の円筒の内部の炭
素繊維が対極である．作用電極及び対極の隔壁には直径 5 mm の PTFE 膜を用いた．  
セル本体  (下部 ) に電極部を入れた後，接合面にバイトン製 O リングを入れ，セル
本体  (上部 ) とセル本体  (下部 ) を合わせた後，ボルト及びナットを用いて固定した．
Fig. 3 の Inlet 側の Stainless tube  (作用電極に接続 ) と Outlet 側の Stainless tube (対極
に接続 )  をワニ口クリップで挟み，ポテンショスタットから作用電極に目的の電位
を印加した．  
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Fig. 3  Block diagrams of a flow-through column electrolytic cell for supercritical fluid 
chromatography.  
 
1-2-3  SFC-ECD システムの構成  
SFC-ECD システムの概略を Fig. 4 に示した．液化炭酸ガス送液ポンプは
PU-2080-CO2  Plus (日本分光 ) (ポンプヘッドの冷却温度は -10℃～ -4℃で制御 ) ，モデ
ィファイヤー溶液送液ポンプはインテリジェント HPLC ポンプ PU-2080 Plus (日本
分光 ) ，カラムオーブンは CO-2065 Plus (日本分光 ) ，背圧制御装置は全自動圧力調
整弁 BP-2080 Plus (日本分光 ) を用いた．インジェクターは 7725i (レオダイン ) に 5 
μL のサンプルループを組み合わせた．電気化学検出器は DECADE II (ANTEC 
LEYDEN V.B.) を用いて制御した．記録計はタッチ型ペーパレスレコーダー
TR-W1000 (キーエンス ) を用いた．  
 
 
Fig. 4  Block diagrams of SFC-ECD system.   
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1-3  結果  
SFC-ECD の条件検討として，モディファイヤー溶液組成，移動相とモディファイ
ヤー溶液の組成比  (混合比 ) ，総流速，背圧及び電解セルへの印加電位について検
討した．  
 
1-3-1  モディファイヤー溶液中の酢酸アンモニウム濃度の検討  
モディファイヤー溶液の溶媒として，メタノール，エタノール及びイソプロパノ
ールについて検討した結果，支持電解質である酢酸アンモニウムの溶解性はメタノ
ールが最も高かったため，モディファイヤー溶液の溶媒としてメタノールを選定し
た．モディファイヤー溶液中の酢酸アンモニウム濃度を 0.5 mol/L， 1.0 mol/L 及び
1.5 mol/L の範囲で検討した．各測定条件において 100 μmol/L フェロセン /メタノー
ル溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入した．得られたクロマトグラムからフェロ
センのピーク面積及び保持時間を算出した．各アンモニウム濃度におけるフェロセ
ンのピーク面積及び保持時間を Fig. 5 に示した．モディファイヤー溶液中の酢酸ア
ンモニウムの濃度を増加させるにつれて，フェロセンのピーク面積も増加した．こ
れは，移動相中の支持塩の濃度が増加することによって導電率が増加したためと考
えられた．一方，フェロセンの保持時間は酢酸アンモニウムの濃度によってほとん
ど変化しなかった．  
 
 
Fig. 5  Effect of concentration of ammonium acetate in the modifier solvent on (A) peak 
area and (B) retention time of ferrocene . Values are average ± SD (n=3).  Chromatographic 
conditions except for the concentration of ammonium acetate in the modifier solvent were 
same as shown in Table 4. 
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1-3-2  移動相とモディファイヤー溶液の組成比の検討  
移動相とモディファイヤー溶液の組成比を 80:20, v/v から 70:30,  v/v の範囲で検討
した．各測定条件において 100 μmol/L フェロセン /メタノール溶液 5 μL を SFC-ECD
システムに注入した．得られたクロマトグラムからフェロセンのピーク面積及び保
持時間を算出した．各組成比におけるフェロセンのピーク面積及び保持時間を Fig. 
6 に示した．移動相とモディファイヤー溶液の組成比を変化させたとき，モディフ
ァイヤー溶液の組成比が増加するにしたがって，フェロセンのピーク面積はわずか
に減少した．また，移動相とモディファイヤー溶液の組成比が 80:20, v/v のとき，
フェロセンのピーク面積は他の条件に比べて大きな SD を示した．一方，フェロセ
ンの保持時間はいずれの条件においてもほとんど変化しなかった．  
 
 
Fig. 6  Effect of mixture ratio of the modifier solvent on (A) Peak area and (B) retention 
time of ferrocene. Values are average ± SD (n=3). Chromatographic conditions except for 
the mixture ratio of modifier were same as shown in Table 4.  
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1-3-3  総流速の検討  
総流速を 2.0 mL/min，3.0 mL/min 及び 4.0 mL/min の範囲内で変更し，各測定条件
において 100 μmol/L フェロセン /メタノール溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入
した．得られたクロマトグラムからフェロセンのピーク面積及び保持時間を算出し
た．各総流速におけるフェロセンのピーク面積及び保持時間をそれぞれ Fig. 7 に示
した．総流速を増加させるにしたがって，フェロセンのピーク面積及び保持時間は
いずれも減少した．総流速が速い場合には，フェロセンがカラム電極において十分
に電解されずに通過してしまうものと考えられた．したがって，総流速は 3.0 mL/min
とした．  
 
 
Fig. 7  Effect of total flow rate on (A) Peak area and (B) retention time of ferrocene.  
Values are average ± SD (n=3). Chromatographic conditions except for the total flow rate 
were same as shown in Table 4.  
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1-3-4  背圧の検討  
SFC 一般の特徴として，背圧制御装置を有することがあり，検出器の後ろから背
圧を加えることによって，系内を臨界  (又は亜臨界 ) の状態に保っている．本実験
では，背圧を 10 MPa から 20 MPa の範囲で変化させ，各条件において 100 μmol/L
フェロセンのメタノール溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入した．得られたクロ
マトグラムからフェロセンのピーク面積及び保持時間を算出した．各背圧における
フェロセンのピーク面積及び保持時間を Fig. 8 に示した．背圧を変化させても，フ
ェロセンのピーク面積及び保持時間はほとんど変化しなかった．以上の結果から，
背圧は 20 MPa とした．  
 
 
Fig. 8  Effect of back-pressure on (A) Peak area and (B) retention time of ferrocene. 
Values are average ± SD (n=3). Chromatographic conditions except for the back -pressure 
were same as shown in Table 4.  
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1-3-5  印加電位の検討  
電気化学検出器の印加電位を+0.2 V～+1.2 V の範囲で変化させたとき，各条件に
おいて 100 μmol/L フェロセン /メタノール溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入し
た．得られたクロマトグラムからピーク面積を算出した．その他の測定条件は Table 
4 に示した．測定回数は各条件につき，それぞれ 1 回とした．  
各印加電位におけるフェロセンのピーク面積を Fig. 9 に示した．印加電位が+0.2
～+0.4 V のとき，フェロセンのピークはほとんど認められなかったが，+0.6 V 以降
は一定のピークが認められた．また，ベースラインノイズは 0.0005～ 0.01 μA であ
った．印加電位を増加させることでピーク高さが高くなり，シグナルの電流値が増
加するが，一方で印加電位を増加させることによりベースラインノイズが大きくな
ることから，シグナル対ノイズ比  (S/N 比 ) を算出した．各印加電位における S/N 比
は Table 3 に示した通りであり，以上の結果から，印加電位は+0.8 V とした．  
 
 
Fig. 9  Hydrodynamic voltammogram of ferrocene. A 100 μmol/L ferrocene standard 
solution was injected at the  indicated applied potential.  Chromatographic conditions 
except for the applied potential were same as shown in Table 4.  
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Table 3  Effect of applied potential on ferrocene peak height and baseline noise.  
 
Applied potential , V 
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 
Peak height, µA 0.04 0.11 5.10 7.53 7.33 6.50 
Noise level, µA 0.0005 0.0005 0.005 0.005 0.005 0.01 
S/N 88 220 1020 1506 1466 650 
SFC-ECD conditions except for applied potential were same as shown in Table 4.  
 
1-3-6  フェロセン標準溶液のクロマトグラム  
SFC-ECD システムによるフェロセンの最適な測定条件を Table 4 に示した．さら
に最適条件下におけるブランク溶液  (メタノールのみ ) 及び 100 μmol/L フェロセン
/メタノール溶液のクロマトグラムを Fig. 10 に示した．下記の条件において，フェ
ロセンの保持時間は約 45 秒であり，インジェクションノイズ  (約 34 秒 ) と重なら
ないことが確認された．また，フェロセンのピークを妨害するその他のピークも認
められなかった．ただし，フェロセンの k’は 0.32 であり，ほとんど保持されていな
かった．このことから，フェロセンの保持に対して移動相へのモディファイヤーの
混合がほとんど影響しない結果  (Fig.  6) と考え合わせると，本系は分離挙動を議論
するには必ずしも適した系ではないと考えられた．しかし，本章はピークシグナル
強度で ECD の性能を評価することを目的としているため，実験を先に進めることに
した．  
 
Table 4  Optimized SFC-ECD conditions for the determination of ferrocene.  
Mobile phase : l iquified carbon dioxide 
Modifier solvent  : 1 mol/L ammonium acetate in methanol  
Ratio of mobile phase and modifier solvent  : 70:30, v/v 
Total flow rate  : 3.0 mL/min 
Column : Spherisorb silica gel 4.6×150 mm, 5 μm  
Column temperature  : 40℃  
Applied potential  : +0.8V 
Back-pressure : 20 MPa 
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Fig. 10  Chromatograms of (A) blank solution  and (B) ferrocene standard solution (100 
mol/L). Chromatographic conditions were same as shown in Table 4.  
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1-3-7  分析法パラメーターの評価  
1-3-7-1  直線性  
本法の直線性を評価するため 10 μmol/L～ 400 μmol/L のフェロセン標準溶液 5 μL
を SFC-ECD システムに注入して得られたクロマトグラムからフェロセンのピーク
面積を求めて回帰直線を作成した．フェロセンの濃度とピーク面積をプロットして
得られた検量線は y = 0.3039x - 0.3422 (相関係数 0.999) であり，良好な直線性を示
した  (Fig. 11) ．  
 
 
Fig. 11  Calibration curve of ferrocene.  Ferrocene standard solutions of 10, 20, 50, 75, 
100, 150, 200 and 400 μmol/L were injected into SFC-ECD system. Values are average ± 
SD (n=3). Chromatographic conditions were same as shown in Table 4.  
 
1-3-7-2  併行精度及び室内再現精度  
本法の併行精度及び室内再現精度は 100 μmol/L フェロセン /メタノール溶液 5 μL
を SFC-ECD システムに注入して得られたクロマトグラムからフェロセンのピーク
面積を算出した．フェロセンのピーク面積の併行精度  (n=6) は 3.3 %RSD，室内再
現精度  (n=3) は 4.0 %RSD であり，いずれも良好な精度を示した．  
 
1-3-7-3  検出限界及び定量限界  
本法におけるフェロセンの検出限界  (S/N=3) は 0.98 pmol (0.20 μmol/L)  ，定量限
界  (S/N=10) は 3.3 pmol (0.66 μmol/L) であった．  
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1-4  考察  
本章で開発した SFC-ECD システムの有用性を検証するため，これまでに報告さ
れている SFC-ECD システム 52 , 5 4 , 5 5 , 5 7 )との比較を Table 5 に示した．  
はじめに，本 SFC-ECD システムと他の SFC-ECD システムの分析条件を比較した．
本法を含めて，これまでに報告されている SFC-ECD システムの移動相はいずれも
超臨界二酸化炭素であり，移動相中においてフェロセンの酸化電流を効率的に検出
するためには，導電率を改善する必要があることから，モディファイヤー溶液への
支持電解質の添加 5 2 , 5 5 )または電極表面の修飾 54)が行われていた．本章で開発したフ
ロー型カラム電極の電極材料である炭素繊維は電極表面の修飾を必要としないこと
から，再現性よく電極を作製することが可能であり，電極作製に要する労力を削減
することができると考えられた．また，モディファイヤー溶液に添加する支持電解
質として揮発性の酢酸アンモニウムを使用することで TBATFB52 )や TEATFB5 5)を使
用した場合に比べて，SFC-ECD システム内部の圧力変動により配管内や配管出口で
析出するリスクを低減できると考えられた．  
次に，本 SFC-ECD システムと他の SFC-ECD システムの検出感度を比較した．い
ずれの SFC-ECD システムにおいても，フェロセンの測定結果が示されていたこと
から，フェロセンの検出限界を比較することにより，各 SFC-ECD システムの検出
感度を評価した．既報の SFC-ECD システムでは，フェロセンの検出限界が 0.16 pmol
～ 54 nmol である  (ただし，Di Maso ら 52 )及び Dressman ら 54 )の報告においては検出
限界が示されていなかったため，報告されていた最も低い濃度を表示した ) のに対
して，本法の検出限界は 0.98 pmol であった．これは，同様のパックドカラムを用
いて測定された Toniolo ら 57 )の SFC-ECD システムに比べて約 40 倍高感度であり，
キャピラリーカラムを用いた Wallenborg ら 5 5)の SFC-ECD システムと同程度であっ
た．キャピラリーカラムはパックドカラムに比べて内径が細く，カラム内での測定
対象物質の拡散を抑制できることから高感度に検出することが可能であったと考え
られた．ただし，両法のクロマトグラムにおけるフェロセンの保持時間を比較した
ところ，本法におけるフェロセンの保持時間が約 45 秒であるのに対して，キャピラ
リーカラムを用いた SFC-ECD システムにおけるフェロセンの保持時間は約 10 分 55 )
であり，分析時間が 10 倍以上であった．したがって，超臨界流体の高拡散性を活か
した短時間で分析可能なシステムを構築するためには，分析カラムとしてパックド
カラムを選択する方が適しており，本 SFC-ECD システムはキャピラリーカラムを
用いた SFC-ECD システムと同程度の検出感度を有したハイスループットな分析法
になり得ると考えられた．  
以上の結果から，炭素繊維を作用電極とする SFC-ECD システムにおいてもフェ
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ロセンの酸化電流を検出することが可能であり，その検出感度は作用電極に白金を
用いた SFC-ECD システムと同等，もしくはそれよりも高感度であることが明らか
となった．  
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Table 5  Comparison of SFC-ECD conditions for the determination of ferrocene .  
 
 
 
Working electrode  Modifier  Support ing electrolyte  Analytical column LOD 
 
Present method  
 
Carbon fiber  Methanol  Ammonium acetate  
Spherisorb  
150 mm x 4.6 mm i.d.,  5 μm  
0.98 pmol  
 
Di Maso5 2 )  
 
Pt wire  Acetonitri le  TBATFB 
Rexchrom C18  
100 mm x 2.1 mm i.d.,  5 μm  
Less than 
54 nmol  
 
Dressman5 4 )  
 
Pt wire coated with 
LiCF 3SO3  and Ru(bpy)3(PF6)2  
Methanol  
or acetonitri le  
-  
Nucleosil C18  
100 mm x 1 mm i.d.,  5  μm  
Less than 
5.4 nmol  
 
Wallenborg 5 5 )  
 
Pt wire  Acetonitri le  TEATFB 
C18 Packed capil lary column  
50 cm x 200 μm i.d.,  5  μm  
0.16 pmol  
 
Toniolo 5 7 )  
 
Porous Pt fi lm - -  
Spherisorb  
150 mm x 4.6 mm i.d.,  5 μm  
42 pmol  
Abbreviat ions: TBATFB, Tetrabutylammonium tetrafluoroborate ; TEATFB, Tetraethylammonium tetrafluoroborate  
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1-5  小括  
本章では，炭素繊維を電極材料とした二電極式のフロー型カラム電極電解セルを
開発し，超臨界流体クロマトグラフィーの検出部に組み込むことによって，電気化
学検出超臨界流体クロマトグラフィーシステムを構築した．本 SFC-ECD システム
は移動相に液化炭酸ガス，モディファイヤー溶液に 1 mol/L 酢酸アンモニウムを含
むメタノール溶液を用いることによって，超臨界二酸化炭素中においてフェロセン
の酸化電流を検出することができた．さらに，本 SFC-ECD システムの分析能パラ
メーターは 10 μmol/L～ 400 μmol/L の濃度範囲で相関係数 0.999 以上の直線性を示し，
併行精度  (n=6) 及び室内再現精度  (n=3) におけるフェロセンのピーク面積の相対
標準偏差はそれぞれ 3.3%RSD 及び 4.0%RSD 以下といずれも良好な結果を示した．
さらに，検出限界  (S/N=3) 及び定量限界  (S/N=10) は 0.98 pmol 及び 3.3 pmol であ
り，これまでに報告されている SFC-ECD システム 57 )に比べて約 40 倍高感度な検出
能を有することが明らかとなった．  
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2章  SFC-ECD による植物油中トコフェロール定量法の開発  
 
2-1  序論  
ビタミン E は 1920 年代前半に発見された脂溶性ビタミンの一つであり 75 )，主要
な責任分子としてトコフェロール及びトコトリエノールが存在する．トコフェロー
ルはトコールのメチル誘導体であり，メチル基の有無や位置により 4 種類の同族体
が存在する  (Fig. 12) ．また，トコトリエノールは構造中のアルキル鎖に 3 つの二
重結合をもち，トコフェロールと同様にビタミン E 活性を示す化合物である 76 )．各
トコフェロール同族体の生体内における活性はそれぞれ異なり， α-トコフェロール
が最も強力な生体作用を示す 77 )．  
ビタミン E が生体内で示す代表的な作用として抗酸化作用が広く知られており 78 )，
その主要な機構はラジカル捕捉作用によるものである．活性酸素などの生体内で発
生したフリーラジカルを捕捉し，フリーラジカルの攻撃を軽減する．具体的には，
活性酸素による低比重リポタンパク質の酸化修飾を抑制し，動脈硬化に対して防御
的に作用したり，活性酸素による核酸の酸化的損傷を抑制し，がんや神経変性疾患
の発生に対して抑制的に作用する．このように，ビタミン E は活性酸素から生体を
防御するシステムの一翼をなす．ヒトやその他の動物は体内でビタミン E を産生で
きないことから，我々の体内に存在するトコフェロールやトコトリエノールは食事
に由来している．ビタミン E を多く含む食品として，種子，種子油 37 , 7 9– 81 )，葉物野
菜 82)，トロピカルフルーツ 83 )や植物油 8 4 , 8 5)が報告されている．  
ビタミン E (トコフェロールやトコトリエノール ) の分析には，UV や蛍光光度計
を検出器に備えた順相 HPLC や逆相 HPLC が用いられてきた 8 6 , 87 )． 8 種類の化合物
をすべて分離するためにはシリカゲルを充填した分析カラムを用いた順相 HPLC が
適しており 88)，オクタデシルシリル化シリカゲルを充填したカラムを用いた逆相
HPLC では，構造が類似している β-トコフェロールと γ-トコフェロールの分離が不
十分なことが多い．HPLC 以外のクロマトグラフィーとして GC が使用されており，
トリメチルシリル化など試料の誘導体化を行った上で，GC-FID によるトコフェロ
ールやトコトリエノールの測定が行われている 89)．  
トコフェロールに関する超臨界流体を用いた分析・精製は約 30 年前から取り組ま
れている．Saito ら 9 0)は SFE と SFC を組み合わせ，小麦胚芽中に含まれている α-及
び β-トコフェロールの定量法を報告しており，その後は SFC-FID 91 , 9 2 )，SFC-UV7 9 )，
SFC-MS93 )による食品や医薬品中のトコフェロールの分離定量の報告がなされてき
た．SFC-ECD システムを用いる実試料分析の報告も 1 例あり，Señoráns らがいくつ
かの植物油中に含まれているトコフェロール  (α， γ 及び δ) 及びビタミン A の定量
について報告している 94 )．しかし，Señoráns らの SFC-ECD システムは，その後は
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実分析に応用されることはなく，この報告は約 20 年間 SFC-ECD による唯一の実試
料分析の論文であった．実試料分析における HPLC-ECD の有用性を考慮すると，よ
り高速な分離が可能な SFC-ECD においても，より多くのアプリケーションが期待
できると考えられた．  
第 2 章では，第 1 章で開発した炭素繊維を作用電極とする SFC-ECD システムを
実試料分析へ応用することを目的とした．測定対象は，超臨界流体中でも電気化学
活性を有する 94 )トコフェロールとし，本法を植物油中のトコフェロール含量の定量
へ応用した．  
 
 
Fig. 12  Chemical structures of (A) α -tocopherol, (B) β -tocopherol, (C) γ -tocopherol, (D) 
δ-tocopherol and (E) 2,2,5,7,8 -pentamethyl-6-hydroxychroman (PMC).   
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2-2  材料及び方法  
2-2-1  植物油  
植物油はアーモンド油，アボカド油，コーン油，綿実油，オリーブ油，ぶどう種
子油，マカデミアナッツ油，ピーナッツ油，菜種油，米油，紅花油，ごま油及び大
豆油を用いた．いずれも市販製品を用いた．  
 
2-2-2  SFC-ECD システムの構成  
SFC-ECD システムは第 1 章で構築した装置を使用した．ただし，電気化学検出器
はポテンシオスタット /ガルバノスタット model 1112 (扶桑製作所 )  を用いて制御し
た．  
 
2-2-3  トコフェロール標準溶液の調製  
1 mmol/L α-トコフェロール標準溶液 1 mL，1 mmol/L β -トコフェロール標準溶液 1 
mL，1 mmol/L γ -トコフェロール標準溶液 1 mL 及び 1 mmol/L δ-トコフェロール標準
溶液 1 mL を量り， 1 mmol/L 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychroman/ヘキサン溶液 1 
mL を加えて混ぜた後，ヘキサンを加えて正確に 10 mL とした．  
 
2-2-4  試料溶液の調製方法  
植物油約 1 g を精密に量り，1 mmol/L PMC/ヘキサン溶液 1 mL を加えて混ぜた後，
ヘキサンを加えて正確に 10 mL とした．この液を孔径 0.45 μm のメンブランフィル
ターでろ過して試料溶液とした．試料溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入した．
測定回数は各試料につき，それぞれ 3 回とした．  
 
2-2-5  測定条件の検討  
測定条件の検討項目として，移動相とモディファイヤー溶液の組成比，総流速及
び印加電位について，各トコフェロールのピークの分離及びピーク面積を指標とし
て最適化した．なお，カラム温度は二酸化炭素の臨界温度が 31.1℃であることから
40℃  (一定値 ) とし，背圧については第 1 章の結果から保持への影響は大きくない
と考えられたため 15 MPa (一定値 ) とした．  
 
2-2-6  添加回収試験  
植物油約 1 g を精密に量り， 1 mmol/L α-トコフェロール標準原液 1 mL，1 mmol/L 
β-トコフェロール標準原液 1 mL， 1 mmol/L γ-トコフェロール標準原液 1 mL 及び 1 
mmol/L δ-トコフェロール標準原液 1 mL を加えた．これに 1 mmol/L PMC/ヘキサン
溶液 1 mL を加えて混ぜた後，ヘキサンを加えて正確に 10 mL とした．この液を孔
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径 0.45 μm のメンブランフィルターでろ過して試料溶液とした．試料溶液 5 μL を
SFC-ECD システムに注入した．測定回数は各試料につき，それぞれ 3 回とした．  
 
2-2-7  データ解析  
SFC-ECD システムにより得られたクロマトグラムは THERMO PRO V (キーエン
ス ) を用いて解析した．  
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2-3  結果  
2-3-1  移動相とモディファイヤー溶液の組成比の検討  
移動相である液化炭酸ガスとモディファイヤー溶液である 1 mol/L 酢酸アンモニ
ウム /メタノール溶液の組成比を変化させることによって，移動相の極性を調整して
トコフェロール及び内標準物質の溶出挙動について検討した．液化炭酸ガスと 1 
mol/L 酢酸アンモニウム /メタノール溶液の組成比を 95:5, v/v から 98:2,  v/v の範囲で
変化させ，各組成比において 100 μmol/L トコフェロール標準溶液 5 μL を SFC-ECD
システムに注入した．得られたクロマトグラムを Fig. 13 に示した．移動相とモディ
ファイヤー溶液の組成比が 95:5, v/v のとき，内標準物質と α-トコフェロールが同時
に溶出し， β-トコフェロール及び γ-トコフェロールの分離も不十分であった．モデ
ィファイヤー溶液の組成比を低下させることによって，これらの化合物の分離は改
善する傾向を示した．以上の結果から， β-及び γ-トコフェロールが最も分離した条
件として，移動相とモディファイヤー溶液の組成比は 98:2, v/v とした．  
 
 
 
Fig. 13  Chromatograms of 100 μmol/L tocopherol standard mixture. The ratios of 
mobile phase and modifier solvent were (A) 95:5, v/v,  (B) 96:4,  v/v,  (C) 97:3,  v/v and (D) 
98:2, v/v. Peak labels: IS, 2,2,5,7,8 -pentamethyl-6-hydroxychroman; α, α -tocopherol; β, 
β-tocopherol; γ, γ -tocopherol; δ, δ -tocopherol.  SFC conditions except for the ratios of 
mobile phase and modifier solvent were same as shown in Table 46 .   
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2-3-2  総流速の検討  
総流速を 1.0 mL/min，1.5 mL/min 及び 2.0 mL/min の範囲で変化させ，各総流速に
おいて 100 μmol/L トコフェロール標準溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入した．
その他の測定条件は Table 6 に示した通りである．各総流速におけるトコフェロー
ル標準溶液のクロマトグラムを Fig. 14 に示した．総流速を増加させるにつれて，各
トコフェロールの保持時間は早くなり，分析時間が短くなった．一方，各成分の分
離度については，総流速を増加させるにつれて，PMC と α-トコフェロール，β-トコ
フェロールと γ-トコフェロールの分離度が低下する様子が認められた．以上の結果
から，各成分の分離度と全体の分析時間を考慮して，総流速を 1.5 mL/min とした． 
 
 
Fig. 14  Chromatograms of 100 μmol/L tocopherol standard mixture.  The total flow rates 
were (A) 1.0 mL/min, (B) 1.5 mL/min and (C) 2.0 mL/min. Peak labels: IS, 
2,2,5,7,8-pentamethyl-6-hydroxychroman; α,  α -tocopherol; β,  β -tocopherol; γ,  
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γ-tocopherol; δ, δ-tocopherol. SFC conditions except for the total flow rate were same as 
shown in Table 46 .  
 
2-3-3  印加電位の検討  
電気化学検出器への印加電位を+0.5 V～+0.9 V の範囲で 0.1 V ずつ変化させて，
各測定条件において 100 μmol/L トコフェロール標準溶液 5 μL を SFC-ECD システム
に注入した．得られたクロマトグラムから各トコフェロールのピーク面積を算出し
た．測定回数は各条件につき，それぞれ 3 回とした．上記の操作によって得られた
ハイドロダイナミックボルタモグラムを Fig. 15 に示した．各トコフェロールのピー
ク面積は印加電位を増加させるにつれて増大し，印加電位が+0.8 V のときいずれの
トコフェロールもピーク面積が最大となった．以上の結果から，電気化学検出器へ
の印加電位を+0.8 V とした．  
 
 
 
Fig. 15  Hydrodynamic voltammograms of (A) α -tocopherol ,  (B) β-tocopherol, (C) 
γ-tocopherol and (D) δ -tocopherol. Values mean average ± SD (n=3).  SFC conditions 
except for the applied potential  were same as shown in Table 46 .  
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2-3-4  SFC-ECD によるトコフェロール標準溶液のクロマトグラム  
 
SFC-ECD システムによるトコフェロールの最適な測定条件を Table 6 に示した．
さらに最適条件下における 100 μmol/Lトコフェロール標準溶液のクロマトグラムを
Fig. 16 に示した．下記の条件において， PMC， α-トコフェロール， β-トコフェロー
ル， γ-トコフェロール及び δ-トコフェロールの順に分離度 Rs  1.5 以上で溶出し，測
定時間は 8 分以内であった．このように SFC の特長を利用した高速分離を行うこと
はできたが，各ピークのシンメトリー係数は 1 以上あり，ピーク形状の改善は課題
として残っている．  
 
Table 6   Optimized SFC-ECD conditions for the determination of tocopherol.  
Mobile phase : l iquified carbon dioxide 
Modifier solvent  : 1 mol/L ammonium acetate in methanol  
Ratio of mobile phase and modifier solvent  : 98:2, v/v 
Total flow rate  : 1.5 mL/min 
Column : Spherisorb silica gel 4.6×150 mm, 5 μm  
Column temperature  : 40℃  
Applied potential  : +0.8V 
Back-pressure : 15 MPa 
 
 
Fig. 16  Chromatogram of a tocopherol standard mixture. Peak labels: IS,  
2,2,5,7,8-pentamethyl-6-hydroxychroman; α,  α -tocopherol; β,  β -tocopherol; γ,  
γ-tocopherol; δ,  δ-tocopherol.  SFC conditions were same as shown in Table 6.  
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2-3-5  分析能パラメーター  
本法の分析能パラメーターとして，直線性，精度（併行精度及び室内再現精度），
検出限界及び定量限界を評価した．  
 
2-3-5-1  直線性  
本法の直線性を Table 7 及び Fig. 17 に示した．各トコフェロールの検量線は 5 
μmol/L～ 200 μmol/L の濃度範囲において，相関係数が 0.997 以上であった．また，
残差プロットは 0 付近にランダムにプロットされ，濃度に応じた傾向などは認めら
れなかった  (Fig. 18) ．したがって，本法は上記の濃度範囲において良好な直線性
を示すと考えられた．  
 
Table 7  Linearity of tocopherol  
 Range, μmol/L  Regression equation  Correlation coefficient  
α-tocopherol  5-200 y = 0.011x + 0.072 0.999 
β-tocopherol  5-200 y = 0.010x + 0.059 0.999 
γ-tocopherol  5-200 y = 0.013x + 0.034 0.999 
δ-tocopherol  5-200 y = 0.012x + 0.089 0.997 
 
 
Fig. 17  Calibration curves of (A) α -tocopherol, (B) β -tocopherol, (C) γ -tocopherol and 
(D) δ-tocopherol.  
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Fig. 18  Residuals of (A) α -tocopherol, (B) β -tocopherol,  (C) γ -tocopherol and (D) 
δ-tocopherol.  
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2-3-5-2  併行精度及び室内再現精度  
本法の併行精度  (n=6) 及び室内再現精度  (n=3) を Table 8 及び Table 9 にそれぞ
れ示した． 100 μmol/L トコフェロール標準溶液を用いた繰り返し測定における併行
精度  (n=6) は 1.82%RSD 以下，室内再現精度  (n=3) は 3.55%RSD 以下であり，良好
な再現性を示すことが明らかとなった．  
 
Table 8  Repeatability 
 RSD, % 
α-tocopherol  1.82 
β-tocopherol  0.81 
γ-tocopherol  1.62 
δ-tocopherol  1.17 
 
Table 9  Intermediate precision  
 RSD, % 
α-tocopherol  2.89 
β-tocopherol  3.19 
γ-tocopherol  2.29 
δ-tocopherol  3.55 
 
2-3-5-3  定量限界及び検出限界  
本法の定量限界  (S/N=10）  及び検出限界  (S/N=3) を Table 10 に示した．定量限
界は 7.50 pmol～ 11.43 pmol (1.50 μmol/L～ 2.29 μmol/L) ，検出限界は 2.25 pmol～ 3.43 
pmol (0.450 μmol/L～ 0.686 μmol/L) であった．  
 
Table 10  LOQs and LODs. 
 LOQ, pmol LOD, pmol 
α-tocopherol  7.50 2.25 
β-tocopherol  9.45 2.83 
γ-tocopherol  9.62 2.88 
δ-tocopherol  11.43 3.43 
 
  
 34 
2-3-6  添加回収試験  
添加回収試験における各トコフェロールの回収率を Table 11 に示した．各植物油
における各トコフェロールの回収率はそれぞれ，α-トコフェロール：86.2%～ 101.0%，
β-トコフェロール： 89.9%～ 112.7%， γ-トコフェロール： 77.9%～ 106.4%及び δ-トコ
フェロール： 93.9%～ 105.1%であり，いずれも良好な結果を示した．  
 
Table 11  Tocopherol standard-spiked recovery study.  
Vegetable oils  
Recovery,  % 
α-tocopherol  β-tocopherol  γ-tocopherol  δ-tocopherol  
Almond 97.3 112.2 98.1 100.1 
Avocado 86.2 113.6 94.0 98.6 
Corn 97.0 106.6 105.8 103.8 
Cottonseed 90.5 112.7 84.3 99.8 
Extra virgin olive  93.5 106.4 104.4 105.1 
Grapeseed 96.5 106.7 104.3 102.5 
Macadamia nut  97.7 89.9 98.3 96.3 
Peanut 101.0 109.8 106.4 94.0 
Rapeseed 96.3 93.8 88.5 102.1 
Rice bran 89.9 110.8 95.9 93.9 
Safflower 99.1 95.6 94.1 103.0 
Sesame 99.0 104.7 77.9 104.5 
Soybean 94.5 97.8 97.9 97.7 
Values mean average (n=3).  
 
2-3-7  植物油中トコフェロール含量の定量  
各植物油のクロマトグラムを Fig. 19 に示した．また，得られたクロマトグラムか
ら算出された各植物油に含まれるトコフェロール含量を Fig. 20 に示した．植物油分
析においても各トコフェロールのピークはテーリングが認められたが，トコフェロ
ールのピークを妨害するピークは認められなかったことから，本試料では定量分析
への影響はほとんどないと考えられた．  
定量結果より，各植物油 1 g あたり 0 mg～ 1.2 mg のトコフェロールが含まれてい
ることが分かった．今回の試料では，アボカド油には検出可能な量のトコフェロー
ルが含まれておらず，大豆油が最もトコフェロール含量が多い結果となった．また，
各植物油に含まれるトコフェロールの組成については， α-トコフェロールが 0.15～
0.39 mg/g，β-トコフェロールが 0.04～ 0.10 mg/g，γ-トコフェロールが 0.11～ 0.63 mg/g，
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δ-トコフェロールが 0.08～ 0.34 mg/g であり，植物油に含まれるトコフェロールの大
部分は α-トコフェロール及び γ-トコフェロールであった．  
また，Grapeseed や Rice bran などいくつかの植物油のクロマトグラムにおいて認
められたトコフェロール以外の未知成分のピークについては，トコフェロールの酸
化電位と近い電位で酸化される化合物であり，クロマトグラムの保持挙動からトコ
フェロール同族体と類似構造を有するトコトリエノール同族体の可能性があると考
えられた．  
 
 36 
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Fig. 19  Chromatograms of (A) almond, (B) avocado, (C) corn,  (D) cottonseed, (E) extra 
virgin olive, (F) grapeseed, (G) macadamia nut, (H) peanut,  (I) rapeseed, (J) rice bran, (K) 
safflower, (L) sesame and (M) soybean. Peak labels: IS,  
2,2,5,7,8-pentamethyl-6-hydroxychroman; α,  α -tocopherol; β,  β -tocopherol; γ,  
γ-tocopherol; δ,  δ-tocopherol.  SFC conditions were same as shown in Table 46 .  
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Fig. 20  Content of tocopherol in vegetable oils (mg/g). Values indicate average (n=3).  
 
2-4  考察  
トコフェロール同族体は非常に構造が類似しており，一般的には蛍光検出器や紫
外吸光検出器を備えた順相 HPLC を用いて分析される．順相 HPLC の移動相にはヘ
キサンやイソプロパノールなどの有機溶媒を多用するため，人体や環境への有害性
を考慮すると，十分な換気設備が求められる．一方，SFC によるトコフェロールの
分析では，移動相はいずれも超臨界二酸化炭素が用いられていたが，モディファイ
ヤー溶液はメタノール，エタノールやプロパノールなどのアルコール類，分析カラ
ムはシリカカラム，ODS カラム，NH2 カラムや 2-EP カラムが用いられており，モ
ディファイヤー溶液の種類と分析カラムの組み合わせは多種多様である．測定試料
の性質や検出器の特性に応じて，選択できる測定条件の幅が広いことは分析法を開
発するうえで利点となると考えられた．また，超臨界二酸化炭素の物質密度を精密
に制御することは困難であるが，環境や人体への有害性が低く，順相 HPLC に比べ
て短時間で測定できる点は分析法として優位であると考えられた．  
本 SFC-ECD システムによるトコフェロール定量法の有用性を評価するため，本
法と既報のトコフェロールの SFC システムの比較を Table 12 に示した．  
はじめに，各 SFC 分析法の検出限界を比較した．本 SFC-ECD システムの検出限
界は 7.50 pmol であり，別途報告されている SFC-ECD システムの検出感度の約 10
分の 1 程度であった．ただし， Señoráns らが報告した SFC-ECD システムは約 20 分
の分析時間で α-，γ-及び δ-トコフェロールを測定しているのに対して，本 SFC-ECD
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システムは約 8 分間に 4 種類のトコフェロール同族体を検出できることから，各ト
コフェロール含量の迅速な分離定量が可能であると考えられた．また，その他の SFC
分析法と比較した場合，本 SFC-ECD システムの検出感度は SFC-MS には及ばない
が，SFC-UV に比べて 5 倍高感度であることが明らかとなった．  
各 SFC 分析法における測定試料は植物油，玉ねぎの種子，医薬品，栄養食品，ト
ロピカルフルーツやワサビノキ  (M. oleifera)  の葉など多岐にわたっていた．サンプ
ルのクリーンアップ操作は試料の特性を考慮して行う必要があり，一般的に複雑な
マトリックスで構成される試料ほど，煩雑な前処理操作を必要とする．HPLC によ
って植物油中のトコフェロールを定量する場合には，植物油からトコフェロールを
抽出・濃縮するための操作を必要とし，トコフェロールは酸化され易いことから，
被検試料中の含量を正確に定量するためには検液の調製や分析を迅速に実施しなけ
ればならない．この点において，本 SFC-ECD システムを用いた場合には，酸化還
元物質を特異的に検出できることから，試料の煩雑な前処理操作を必要とせず，植
物油をヘキサンで希釈するのみで試料溶液を調製することが可能である．この前処
理の観点から，迅速性という点で本法にはアドバンテージがあると考えられた．さ
らに，植物油をヘキサンで希釈しているだけにもかかわらず，分析カラムや電極の
汚染はほとんど認められなかったことから，頑健性に優れていると考えられた．ま
た，これらの知見から，本 SFC-ECD システムは測定対象が超臨界流体中で電気化
学的に活性である場合に，複雑なマトリックスの試料や易分解性の化合物を対象と
する分析に有用であると考えられた．  
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Table 12  SFC method for the determination of tocopherols in various samples.  
 
 
Mobi le  
phase 
Modif ier  Ana lyt ica l  co lumn  Sample  Sample vo lume  Run t ime Linea r  ran ge  LOD* 
Present  method  CO 2  Methanol  
Spherisorb  
150 mm x4.6  mm i .d . ,  5  μm  
Vegetab le oi l  1  g  8  min 5-200 μmol/L  7 .50  pmol  
SFC-ECD 9 4 )  CO 2  Methanol  
Kromasi l  
80 cm x 200  μm i .d . ,  5  μm  
Vegetab le oi l  -  20  min -  0 .60  pmol  
SFC-FID 9 1 )  CO 2  -  
SB-Meth yl -100  
20  m x 0 .05  mm 
Onion  seed  6-7  g 27  min -  -  
SFC-FID 9 2 )  CO 2  -  
Nucleosi l  C -18  
100 mm x 1  mm i .d . ,  5  μm  
Pharmaceut ica l  p roduct  
Diet et ic  p roduct  
0 .5 -1  g 15  min 
0 .12-4 .65  mmol/L  
(0 .05-2  mg/mL)  
-  
SFC-UV 7 9 )  CO 2  Methanol  
L co lumn ODS  
250 mm x 4 ,6  mm i .d . ,  5  μm  
Vegetab le oi l  10  g 35  min -  37  pmol  
SFC-MS 9 3 )  CO 2  Ethanol  
Amine Luna NH2  
150 mm x 2 .0  mm i .d . ,  3  μm  
Soyb ean  oi l  10  μL  5  min 0 .01-100 μmol/L  0 .05  pmol  
UHPSFC-PDA 8 3 )  CO 2  Methanol  
Acqui ty UPC 2  BEH 
100 mm x 3 ,0  mm i .d . ,  1 ,7  μm  
Tropica l  f ru i t  
6  to12  g  
Dri ed  powd er  
2  min 
0 .12-4 .65  mmol/L  
(0 .05-2 .0  mg/mL)  
140  pmol  
UHPSFC-PDA 4 8 )  CO 2  
Methanol  
Propanol  
Acqui ty UPC 2  BEH 2-EP 
100 mm x 3 .0  mm i .d . ,  1 .7  μm  
M. o le i fera  leaf  2 .0  g  7  min 
0 .16-470 μmol/L  
(0 .07-200 μg/mL)  
0 .11  pmol  
UHPSFC-PDA 9 5 )  CO 2  Methanol  
Acqui ty UPC 2  BEH 
100 mm x 3 .0  mm,  1 .7  μm  
Pa lm oi l  -  5 .5  min  -  10  pmol  
*LOD of α-tocopherol was shown in the table.  
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2-5  小括  
本章では，SFC-ECD システムによるトコフェロール定量法を開発し，実試料への
応用として植物油中に含まれるトコフェロール含量を定量した．  
SFC-ECD システムによるトコフェロールの測定条件として，移動相は液化炭酸ガ
ス，モディファイヤー溶液は 1 mol/L 酢酸アンモニウムを含むメタノール溶液，カ
ラムは Spherisorb silica column (内径 4.6 mm×長さ 15 cm, 粒子径 5 μm)  ，カラム温
度は 40℃，印加電位は+0.8 V，背圧は 15 MPa とすることで 4 種類のトコフェロー
ル同族体と内標準物質である PMC を 10 分以内に分離することができた．また，本
法の分析能パラメーターは，5 μmol/L から 200 μmol/L の濃度範囲において相関係数
0.997 以上の良好な直線性，併行精度  (n=6) 及び室内再現精度  (n=3) はそれぞれ
1.8%RSD 以下， 3.6%RSD 以下であり，定量限界  (S/N=10) は 7.50～ 11.43 pmol，検
出限界  (S/N=3) は 2.25～ 3.43 pmol であった．本法を植物油中に含まれるトコフェ
ロールの定量へ応用したところ，植物油に内標準物質を含むヘキサンを加えて希釈
することで測定することができた．また，本法における前処理方法の添加回収率は
77.9%～ 112.7%であり，良好な結果を示した．  
以上の結果から，本 SFC-ECD システムは非常に簡単な前処理方法で植物油中の
トコフェロール含量を定量できることを明らかにした．  
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3章  SFC-ECD の精度評価における ISO 11843-7 を活用した省力化  
 
3-1  序論  
SFC の精度や頑健性は，HPLC や GC に比べて難点であり，これまでしばしば克
服すべき課題点の一つであると考えられてきた．その理由として， SFC は，移動相  
(液化炭酸ガス ) を送液するポンプに加えて，モディファイヤー溶液を送液するポン
プやシステム内の圧力を維持するための背圧制御装置が必要であるため，HPLC や
GC に比べて分析システムを構成する装置が多く，全体的に複雑なシステムとなっ
てしまうことが挙げられる．また，超臨界流体の物性は温度や圧力のわずかな変化
によって大きく変化することから，分析条件を精密に制御する必要があることも影
響を及ぼしていると考えられる．最近では，いくつかの分析機器メーカーから，よ
り精密に制御可能な SFC システムが上市されているが，いずれにしても分析法の開
発において精度評価は欠かせないものである．  
分析法バリデーションの重要性は様々な公定書に記載されており，医薬品規制調
和国際会議  (ICH) のガイドライン  (ICH-Q2) だけでなく，米国，欧州及び日本など，
各地域における薬局方においても記述が認められる．これらの文書では，精度の評
価には適切な濃度の標準溶液を繰り返し測定して得られたクロマトグラムからピー
ク面積またはピーク高さの相対標準偏差  (RSD) を求めることで再現性を評価する
ことが推奨されているが，同一試料を複数回測定するためには試料，試薬，装置を
適切に稼働させることができる人材など様々なリソースが必要である．そこで本研
究では，国際標準化機構の ISO 11843:2012 Part 7 Methodology based on stochastic 
properties of instrumental noise (ISO 11843 -7) に着目して，SFC-ECD における精度評
価の省力化について検討した．  
ISO 11843-7 では，分光分析及びクロマトグラフィー分析における検出限界を推定
するために Function of Mutual Information (FUMI) 理論と呼ばれる確率論が導入さ
れている．クロマトグラフィーによる分析の場合，ブランク領域の SD 及びピーク
面積の RSD はクロマトグラム上のベースラインノイズ及びシグナルの確率論的性
質に基づいて得られる．したがって，ISO 11843-7 では実際のサンプルを繰り返し測
定することなく SD 及び RSD を得るために，ほとんどの HPLC や GC のクロマトグ
ラムにおいてベースラインノイズの大きさが周波数の大きさに反比例する性質  (フ
リッカーノイズ  または 1/ f ゆらぎ ) を利用している 9 6– 10 0)．これらのクロマトグラ
フのベースラインノイズをフーリエ変換して横軸に周波数，縦軸に振幅の二乗  (パ
ワースペクトル密度，PSD) をプロット（パワースペクトル解析）すると，HPLC や
GC のベースラインはホワイトノイズ  (PSD は，すべての周波数域で同じ ) とマルコ
フ過程  (PSD は，周波数の増加に伴って低下する ) の和によって近似できる．
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SFC-ECD システムのベースラインノイズが同様の確率過程を示すならば， ISO 
11843-7 によって繰り返し測定を行わずにピーク面積の RSD を得ることが可能とな
る．しかしながら，SFC-ECD システムのベースラインノイズについては，十分な検
討が行われていないため，HPLC や GC 101 –1 03 )と同じ方法で解析できるかどうか，背
圧制御装置の影響も含めて情報が全くない．  
以上の背景から，第 3 章では SFC-ECD システムのベースラインノイズをパワー
スペクトル解析し，その特性について検討した．さらに SFC-ECD システムの再現
性の評価において， ISO 11843-7 の適用の可否について検討した．  
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3-2  材料及び方法  
3-2-1  SFC-ECD システムの構成  
SFC-ECD システムは第 2 章で構築した装置を使用した．  
 
3-2-2  トコフェロール標準溶液の調製  
1 mmol/L α-トコフェロール標準溶液， 1 mmol/L β -トコフェロール標準溶液， 1 
mmol/L γ-トコフェロール標準溶液及び 1 mmol/L δ-トコフェロール標準溶液を量り，
ヘキサンを加えて希釈して， 5， 10 及び 25 μmol/L トコフェロール標準溶液を調製
した．  
 
3-2-3  ISO 11843-7 によるパワースペクトルの算出  
SFC-ECD のクロマトグラムは 0.02 秒毎に 1 ポイントのデジタルデータを取得し
た．クロマトグラム上の 256， 512， 1024， 2048， 4096 及び 8192 ポイントのデジタ
ルデータを抽出し，FUMI 理論解析ソフトウェア TOCO Ver.2 (FUMI 理論研究所 ) に
よって解析し，パワースペクトルを算出した．  
 
3-2-4  ISO 11843-7 による精度プロファイルの算出  
SFC-ECD のクロマトグラムから 8192 ポイントのデジタルデータを抽出し，FUMI
理論解析ソフトウェア TOCO Ver.2 (FUMI 理論研究所 ) によって解析し，精度プロフ
ァイルを算出した．  
 
3-2-5  トコフェロール標準溶液の繰り返し測定の精度  
5 μmol/L， 10 μmol/L 及び 25 μmol/L のトコフェロール標準溶液 5 μL を SFC-ECD
システムにそれぞれ 6 回注入した．得られたクロマトグラムから各トコフェロール
のピーク面積を求めて，相対標準偏差を算出した．さらに，ピーク面積の相対標準
偏差の 95%信頼区間を算出した．  
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3-3  結果  
3-3-1  SFC-ECD システムのベースラインノイズ  
超臨界状態における SFC-ECD システムベースラインノイズを測定するため，背
圧制御装置を稼働させた状態で SFC-ECD システムによってフロースルー電解を実
施した． Fig. 21 に示すように，超臨界状態でのベースラインノイズは， 0.05 Hz 未
満の周期的なノイズが観測された．これらの大きな振幅及び周期的なノイズは，
SFC-ECD システムの流路内において一定の圧力を保持するために，排気口を定期的
に開閉する背圧制御装置に起因すると考えられた．  
 
 
Fig. 21  Baseline noise obtained by SFC-ECD. SFC-ECD conditions were the same as 
shown in Table 6.  
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3-3-2  SFC-ECD システムのベースラインノイズのパワースペクトル解析  
SFC-ECD のクロマトグラムのベースラインノイズから抽出した 256，512，1024，
2048， 4096 及び 8192 ポイントのデジタルデータをフーリエ変換したところ，各パ
ワースペクトルは HPLC と同様に右肩下がりの 1/ f ゆらぎを示すことが確認された．
続いて，Eq. 1 によって FUMI 理論のパワースペクトルを求めた．   
 
𝑃(𝑓) =
?̃?2
1 − 𝜌2
×
2𝛼
𝛼2 + 4𝜋2𝑓2
+ ?̃?2   (Eq. 1) 
 
ここで，?̃?はマルコフ過程の SD，𝜌は自己相関係数，f は周波数，𝛼 = (1 − 𝜌) ∆𝑡⁄ ，∆𝑡
はデータ取り込み間隔， ?̃?はホワイトノイズの SD とした．  
FUMI 理論のパワースペクトルと実測のパワースペクトルを比較したところ，各
周波数において完全な一致は認められず， 0.1 Hz より高周波数側において乖離が認
められた  (Fig.  22) ．さらに，FUMI 理論のパワースペクトルと実際のパワースペク
トルの相関性を評価したところ，各データポイント数における相関係数は 0.69 から
0.90 であり，パワースペクトル解析に使用するデータポイント数を増加させること
によって相関係数が改善する傾向が認められた  (Fig. 23) ．本クロマトグラムのデ
ータ取り込み間隔は 1 ポイントあたり 0.02 秒であり，8192 ポイントは約 2.7 分に相
当する．データポイント数を増加させる場合には 16284 ポイント（約 5.4 分相当），
32768 ポイント（約 10.8 分相当）と 2n 倍のデータ数を必要とするためデータ取得に
要する時間が長くなってしまう．したがって，相関性が得られる範囲内で，できる
限り少ないデータ数を用いて解析することが妥当であり，これ以降の測定では 8192
ポイントを用いることにした．  
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Fig. 22  Power spectral density calculated from (A) 256 points,  (B) 512 points, (C) 1024 
points,  (D) 2048 points, (E) 4096 points and (F) 8192 points of baseline chromatogram.  
Blue lines and orange lines indicate the real power spectra and the theoretical power 
spectra calculated by FUMI theory, respectively.   
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Fig. 23  Power spectrum density on real (x -axis) and theoretical (y-axis) power spectra 
obtained from (A) 256, (B) 512, (C) 1024, (D) 2048, (E) 4096 and (F) 8192 points of 
baseline noise. Correlation coefficients (r) of each regression are shown in the figure.  
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3-3-3  SFC-ECD システムによるトコフェロール測定の精度  
25 μmol/L トコフェロール標準溶液 5 μL を SFC-ECD システムに注入して得られた
クロマトグラムを Fig. 24 に示した． α-トコフェロール， β-トコフェロール， γ-トコ
フェロール及び δ-トコフェロールのピークはそれぞれ保持時間 3.4 分， 4.8 分， 5.2
分及び 6.4 分に認められた．5 μmol/L，10 μmol/L 及び 25 μmol/L の各濃度につき，6
回の繰り返し測定から得られたクロマトグラムから求めた各トコフェロールのピー
ク面積の相対標準偏差を Table 13 に示した．  
 
 
Fig. 24  Chromatogram of 25 μmol/L tocopherol standard mixture obtained by SFC -ECD. 
SFC-ECD conditions were as follows: mobile phase,  carbon dioxide; modifier solvent, 
methanol containing 1.0 mol/L ammonium acetate; total flow rate, 1.5 mL/min; ratio of 
mobile phase and modifier solvent, 98:2 (v/v); applied potential, 0.8 V; back -pressure, 15 
MPa. Peaks: a, α -tocopherol; b,  β -tocopherol; c,  γ -tocopherol; d, δ-tocopherol.  
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Table 13  RSDs and 95% confidence intervals of peak area in the chr omatogram of 
tocopherol standard mixture.  
Concentration, μmol/L  
RSDs, % (95% confidence intervals)  
α-tocopherol  β-tocopherol  γ-tocopherol  δ-tocopherol  
5 
29.5 
(18.4~72.4) 
31.6 
(19.8~77.6)  
20.7 
(12.9~50.8)  
16.8 
(10.5~41.2) 
10 
9.0 
(5.6~22.0) 
13.9 
(8.7~34.1)  
15.1 
(9.4~37.1)  
17.3 
(10.8~42.5) 
25 
4.5 
(2.8~11.0) 
4.9 
(3.1~12.1)  
5.8 
(3.6~14.1)  
4.5 
(2.8~11.0) 
 
3-3-4  SFC-ECD システムによるトコフェロール測定の精度プロファイル  
ISO 11843-7 では，積分領域  (ke) におけるベースラインノイズの SD (SB) は，ベ
ースラインのパワースペクトルから算出されたノイズパラメーター  (?̃?， ?̃?及び 𝜌)  
を用いて Eq. 2 の通り表すことができる．   
 
𝑆B
2 = 𝑘e?̃?
2 +
?̃?2
(1 − 𝜌)2
(𝑘e − 2𝜌
1 − 𝜌𝑘e
1 − 𝜌
+ 𝜌2
1 − 𝜌2𝑘e
1 − 𝜌2
) + 𝛽2?̃?2
+ ?̃?2 [𝛽2
1 − 𝜌2𝑘e
1 − 𝜌2
− 2𝛽∑(𝜌𝑘e−𝑖 ∙
1 − 𝜌𝑘e+1−𝑖
1 − 𝜌
)
𝑘e
𝑖=1
]    (Eq. 2) 
 
ただし， β= (ke+1)/2 とする．  
また，測定対象のピーク面積の RSD は，𝑆𝐵を含む Eq. 3 によって表すことができ
る．ただし，A は測定対象物質のピーク面積， I はサンプルインジェクターの注入
誤差とする．  
 
RSD2 =
𝑆B
2
𝐴2
+ 𝐼2   (Eq. 3) 
 
したがって，SFC-ECD システムのベースラインノイズから抽出した 8192 ポイン
トのデジタルデータから得られたノイズパラメーターとトコフェロール標準溶液の
クロマトグラムより，本 SFC-ECD システムにおける各トコフェロールのピーク面
積の RSD を算出した  (Fig.  25) ．ISO 11843-7 により得られたピーク面積の RSD は，
5 μmol/L， 10 μmol/L 及び 25 μmol/L トコフェロール標準溶液の繰り返し測定によっ
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て得られたピーク面積の RSD の 95%信頼区間内であった．  
 
 
 
Fig. 25  Precision profiles for the determination of (A) α -tocopherol,  (B) β -tocopherol, 
(C) γ-tocopherol and (D) δ -tocopherol by SFC-ECD. The solid lines indicate RSDs of the 
peak area that were obtained by ISO 11843-7. The closed circles show RSDs of the peak 
area obtained by six repetitive measurements at each concentration. The error bars show 
95% confidence intervals for RSDs of the peak area obtained by six repetitive 
measurements.  
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3-4  考察  
はじめに，パワースペクトル解析によって算出されたノイズパラメーターを用い
たベースラインノイズの SD (𝑆𝐵)の妥当性について検証した．ベースラインノイズか
ら抽出した 256， 512， 1024， 2048， 4096 及び 8192 ポイントのデジタルデータを用
いて算出したパワースペクトル解析から得られたベースラインノイズの SD (𝑆𝐵) は，
それぞれ 0.015， 0.013， 0.023， 0.029， 0.12 及び 0.22 であった．これらのうち，特
に SD (SB) が小さかった 256， 512， 1024 及び 2048 ポイントのベースラインノイズ
は，データ取り込み間隔が 0.02 秒であるため，各データポイント数が表す全データ
時間は 5.12 秒，10.24 秒，20.48 秒及び 40.96 秒となることから，それぞれ 0.195 Hz，
0.0977 Hz，0.0488 Hz 及び 0.0244 Hz よりも小さな周波数の周期的なノイズを含めた
解析を行うことができない．したがって，これらのデータポイント数を用いて解析
したベースラインノイズの SD (𝑆𝐵) は，本来のベースラインノイズの SD (𝑆𝐵) より
も過少に評価されていると考えられた．さらに，Fig. 23 に示したように，8192 ポイ
ントのベースラインノイズから求められたパワースペクトルと，実際のパワースペ
クトルの相関係数 r は良好であった．したがって，8192 ポイントのベースラインノ
イズを用いたパワースペクトル解析から得られた妥当なベースラインノイズの SD 
(𝑆𝐵) によって，SFC-ECD のピーク面積の RSD が予測可能であると考えられた．  
次に，パワースペクトル解析によって得られたノイズパラメーターの妥当性を検
証するため， ISO 11843-7 によるピーク面積の RSD と繰り返し測定におけるピーク
面積の RSD を比較した． Fig. 25 に示したように， 25 μmol/L トコフェロール標準溶
液のクロマトグラムに ISO 11843-7 を適用することによって，幅広い濃度範囲にお
けるトコフェロールのピーク面積の RSD を得ることができた．また， ISO 11843-7
によって得られたピーク面積の RSD は，5 μmol/L，10 μmol/L 及び 25 μmol/L のトコ
フェロール標準溶液をそれぞれ 6 回繰り返し測定して得られたピーク面積の RSD の
95%信頼区間内の範囲内であることが確認された．一方，512，1024，2048 及び 4096
ポイントのデジタルデータから得られた P  ( f) を用いた場合， ISO 11843-7 によって
得られたピーク面積の RSD は，繰り返し測定より得られたピーク面積の RSD の 95%
信頼区間の範囲外であった．  
以上の結果から，SFC-ECD システムのベースラインノイズから 8192 ポイントの
デジタルデータを抽出して算出したノイズパラメーターを用いた場合には，
SFC-ECD システムにおける測定精度の評価において ISO 11843-7 が適用できること
が確認された． ISO 11843-7 によって求められた RSD の信頼区間は，40 回の繰り返
し測定から求められた SD と同等である 104)．SO 11843-7 の適用によって，6 回の繰
り返し測定から求められたピーク面積の RSD より信頼性が高い RSD を 1 本のクロ
マトグラムから算出することができる．さらに，クロマトグラフィーの測定精度を
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予測するのに必要な実験時間や試薬の削減を図ることができる．したがって， ISO 
11843-7 は SFC-ECD システムの分析法バリデーションに有用であると考えられた． 
 
3-5  小括  
第 3 章では，ISO 11843-7 に基づく SFC-ECD の測定精度の予測について検討した．
SFC-ECD のベースラインノイズには，大きな振幅の周期的なノイズが認められた．
これは，背圧制御装置内部に存在する圧力弁の開閉に起因すると予想している．本
実験で使用した背圧制御装置は，機器内部に設置されているニードル弁が上下にス
トロークして流路  (排気口 ) を遮断することにより，システム内部の圧力を制御す
る仕組みになっている．機器内部の圧力が設定値よりも大きいことを感圧センサー
が検知した後，機械的に制御されたニードル弁が開閉する際の圧力弁の開閉速度の
調整等を介し，システム内圧力が調整される．これらの過程のベースラインへの影
響を検知するためには，できるだけ多くのデータポイント数が必要であると考えら
れる．今回の場合，8192 ポイントのベースラインノイズを用いたパワースペクトル
解析を行うことによって，ピーク面積の RSD を算出するための適切なノイズパラメ
ーターが得られた．  SFC-ECD システムのベースラインから適切なノイズパラメー
ター及び測定対象の精度プロファイルを取得するためには，P  ( f) とベースラインの
主なノイズ源から求められた実際のパワースペクトルの一致が重要であると考えら
れた．以上の結果から， ISO 11843-7 が SFC-ECD システムにおける再現性の評価に
おいて適用できることが明らかとなった．  
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総括  
 
臨界点  (臨界温度と臨界圧力 ) 以上の温度と圧力条件における物質は超臨界流体
と呼ばれ，気体と液体の特徴を併せ持つ．超臨界流体  (主に超臨界二酸化炭素 ) を
移動相とする SFC は，HPLC や GC とは異なる分離特性を示すことから，近年注目
を集めている．さらに，有機溶媒に比べて人体や環境への影響が少ないことから，
その使用頻度は今後，益々高まるものと考えられる．  
本研究では，SFC の一般的な検出器である MS や UV に加えて，新たに SFC-ECD
システムの開発を行った．炭素繊維を作用電極としたカラム型フロー電解セルを作
製して電気化学検出器の感応部として用いることによって，超臨界二酸化炭素中に
おいてフェロセンやトコフェロールを検出することができた．また，本法を植物油
中のトコフェロールに応用することができた．さらに，SFC-ECD システムの精度評
価において ISO 11843-7 の有用性を示すことができた．  
本論文の第 1 章から第 3 章で述べた結果を以下に総括する．  
 
第 1 章  
炭素繊維を電極材料とした SFC用の二電極式のカラム型フロー電解セルを作製し，
SFC-ECD システムを構築した．本 SFC-ECD システムの移動相は液化炭酸ガスとし，
支持電解質として 1 mol/L 酢酸アンモニウムを含むメタノール溶液をモディファイ
ヤー溶液に用い，電解セルに適切な電位を印加することで超臨界二酸化炭素中にお
いてフェロセンの酸化電流を検出できた．さらに，本 SFC-ECD システムによるフ
ェロセン定量の分析能パラメーターは，10 μmol/L～ 400 μmol/L の濃度範囲で相関係
数 0.999 以上の直線性を示した．併行精度  (n=6) 及び室内再現精度  (n=3) における
フェロセンのピーク面積の相対標準偏差は，それぞれ 3.3%及び 4.0%以下といずれ
も良好な結果を示した．検出限界  (S/N=3) 及び定量限界  (S/N=10) は 0.98 pmol 及
び 3.3 pmol であった．したがって，本 SFC-ECD システムは従来の SFC-ECD システ
ムに比べて約 40 倍高感度であることを示すことができた．  
 
第 2 章  
SFC-ECD システムによるトコフェロール定量法を開発し，本法を植物油中のトコ
フェロール定量に応用した．まず，SFC-ECD システムによるトコフェロール定量法
の測定条件について検討した．移動相とモディファイヤー溶液の組成比，総流速及
び印加電位について最適化した結果，移動相は液化炭酸ガス，モディファイヤー溶
液は 1 mol/L 酢酸アンモニウムを含むメタノール溶液，カラムは Spherisorb silica gel 
column (内径 4.6 mm×長さ 15 cm, 粒子径 5 μm)  ，カラム温度は 40℃，印加電位は+0.8 
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V，背圧は 15 MPa とすることで 4 種類のトコフェロール同族体と PMC (内標準物質 ) 
を 10 分以内に分離することができた．また，本法の分析能パラメーターは，5 μmol/L
から 200 μmol/L の濃度範囲において相関係数 0.997 以上の良好な直線性，併行精度
及び室内再現精度はそれぞれ 1.8%以下，3.6%以下であり，定量限界  (S/N=10) は 7.50
～ 11.43 pmol，検出限界  (S/N=3) は 2.25～ 3.43 pmol であり，実試料の分析に応用で
きる分析能を有していることを明らかにした．本法を植物油中に含まれるトコフェ
ロールの定量へ応用したところ，植物油に内標準物質を含むヘキサンを加えて希釈
することで測定することができた．また，本法における前処理方法の添加回収率は
77.9%～ 112.7%であり，良好な結果を示した．以上の結果から，本 SFC-ECD システ
ムは非常に簡単な前処理方法で植物油中のトコフェロール含量を定量できることを
明らかにした．  
 
第 3 章  
ISO 11843-7 に基づく SFC-ECD の精度評価の省力化について検討した．SFC-ECD
のベースラインノイズには大きな振幅の周期的なノイズが認められたが，フーリエ
変換したパワースペクトルは HPLC と同様に 1/f ゆらぎを示すことが明らかになっ
た．また，8192 ポイントのベースラインノイズを用いてパワースペクトル解析を行
うことによって，ピーク面積の RSD を算出するための適切なノイズパラメーターが
得られた．さらに，得られたノイズパラメーターから RSD の理論曲線を求めて，実
際の繰り返し測定における RSD と比較したところ，異なる 3 濃度において RSD の
理論曲線は実際の繰り返し測定における 95%信頼区間内であることが確認された．
以上の結果から，SFC-ECD システムにおける再現性の評価において ISO 11843-7 が
適用できることが明らかとなった．  
 
本研究では，炭素繊維を作用電極とする二電極式のカラム型フロー電解セルを作
製し，SFC-ECD システムを構築することができた．本 SFC-ECD システムは超臨界
二酸化炭素中においてフェロセンやトコフェロールなどの電気化学的に活性な化合
物を特異的かつ高感度に検出することができ，植物油中トコフェロールの定量など
実分析へ応用できたことから，これまで SFC で汎用されてきた MS や UV に加えて
ECD が新たな選択肢となる可能性を示した．SFC は超臨界流体の物性を活かすこと
によって HPLC や GC よりもハイスループットな分析法を構築できる可能性があり，
検出器の選択肢が増えることによって適用範囲の拡大が期待できる．また，人体や
環境への有害性も低いことから，環境にやさしい分析技術としてさらなる発展が期
待できる．  
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実験の部  
 
本研究で使用した試薬，試液，機器及び器具を以下に示した．  
 
＜試薬＞  
・  酢酸アンモニウム  ：試薬特級   (富士フイルム和光純薬 )  
・  メタノール   ：試薬特級   (富士フイルム和光純薬 )  
・  液化炭酸ガス  ：    (巴商会 )  
・  フェロセン   ： 98%以上   (東京化成工業 )  
・  α-トコフェロール  ：定量用標準品  (富士フイルム和光純薬 )  
・  β-トコフェロール  ：定量用標準品  (富士フイルム和光純薬 )  
・  γ-トコフェロール  ：定量用標準品  (富士フイルム和光純薬 )  
・  δ-トコフェロール  ：定量用標準品  (富士フイルム和光純薬 )  
・  2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychroman 
：定量用標準品  (富士フイルム和光純薬 )  
・  ヘキサン   ：試薬特級   (富士フイルム和光純薬 )  
 
＜試液＞  
・  0.5 mol/L 酢酸アンモニウム /メタノール溶液  
酢酸アンモニウム 19.3 g を正確に量り，メタノールを加えて溶かして正確に 500 
mL とした．この液を孔径 0.2 μm のメンブランフィルターでろ過した．  
 
・  1.0 mol/L 酢酸アンモニウム /メタノール溶液  
酢酸アンモニウム 38.5 g を正確に量り，メタノールを加えて溶かして正確に 500 
mL とした．この液を孔径 0.2 μm のメンブランフィルターでろ過した．  
 
・  1.5 mol/L 酢酸アンモニウム /メタノール溶液  
酢酸アンモニウム 57.8 g を正確に量り，メタノールを加えて溶かして正確に 500 
mL とした．この液を孔径 0.2 μm のメンブランフィルターでろ過した．  
 
・  1 mmol/L フェロセン /メタノール溶液  
フェロセン約 18.6 mg を精密に量り，メタノールを加えて溶かして正確に 100 mL
とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
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・  1 mmol/L α-トコフェロール標準溶液  
α-トコフェロール約 43.1 mgを精密に量り，ヘキサンを加えて溶かして正確に 100 
mL とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
 
・  1 mmol/L β -トコフェロール標準溶液  
β-トコフェロール約 41.7 mgを精密に量り，ヘキサンを加えて溶かして正確に 100 
mL とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
 
・  1 mmol/L γ-トコフェロール標準溶液  
γ-トコフェロール約 41.6 mg を精密に量り，ヘキサンを加えて溶かして正確に 100 
mL とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
 
・  1 mmol/L δ-トコフェロール標準溶液  
δ-トコフェロール約 40.3 mg を精密に量り，ヘキサンを加えて溶かして正確に 100 
mL とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
 
・  1 mmol/L 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychroman 標準溶液  
2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychroman 約 22.0 mg を精密に量り，ヘキサンを加
えて溶かして正確に 100 mL とした．冷凍庫  (-20℃) で保存した．  
 
＜機器＞  
・  上皿天秤    ：PM600 (メトラー・トレド )  
・  セミミクロ電子天秤  ：XSE105 (メトラー・トレド )  
 
＜器具＞  
・  分析用カラム   ：Spherisorb silica column 4.6 mm×150 mm, 5 μm  
      (Waters Corporation) 
・  0.45 μm メンブランフィルター  
：Millex-LH (ミリポア )  
